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ユ ビキチ ンは真核生物 に広 く保存 されたタンパ ク質であ り、タンパク質のユ ビキチン化による
翻訳後修飾は、タンパク質の運命 を決 める重要な役割 を担っている。ユ ビキチ ン化には活性化酵
素(E1)、ユ ビキチ ン結合酵素(E2)、ユ ビキチン リガーゼ(E3)の3っの複合酵素によって特異的な
基質 にユ ビキチ ンが転移 され る。細胞は、DNA損傷に応答す る為の様々な経路 をもつ。ユ ビキチ
ン化 は、以下のDNA損 傷応答経路 を制御す る。(i)紫外線損傷 の除去(ヌ ク レオチ ド除去修復)
1、(ii)損傷 した鋳型DNAに おいて複製DNAポ リメラーゼが停止 した ときに、複製 を再開 させ
る機構(損 傷乗越 えと鋳型スイ ッチ)2、(iii)相同組換 えによる2重 鎖切断修復3。さらに、細胞
周期 の調節やチェ ックポイン ト制御 な どDNA損 傷応答において必須の役割 を果た している4。し
か し、それ ら酵素群の標的タンパ ク質が不明であるために、DNA修復や損傷応答 における詳細な
機能 は不明であった。本研究では、DNA修復や損傷応答 に関わるユ ビキチン リガーゼ酵素RNF85、
Rad186、RNF168、RNF169、RNF4の標的タンパ ク質の探索 を行った。
[材料 と方法】
ニワ トリDT40Bリンパ細胞株(DT40)は、レ トロウィルス感染 したニ ワ トリのファブ リキ ウ
ス嚢 よ り単離 した、Bリ ンパ球由来の細胞である。DT40細胞は、 ほ乳動物細胞株 よりも標的組
み換 え効率が3桁 以上高 く、短期間に遺伝子破壊 を確実 に実施できる7。また、表現型がきわめて
安定であ り、遺伝学研究のツール として優れている。また、DT40細胞 は、細胞周期の7割 がDNA




質量分析前に細胞 に対 して実施す る前処理方法 である。SILACを使 うと、約5千 種類 のタンパ ク
分子(発 現量やユ ビキチ ン化な どの化学修飾)を 、2種類の試料間で精確に"比 較"で きる。
これまでに、ユ ビキチン化酵素RNF8、Rad18、RNF168、RNF169、RNF4がDNA修復や損
傷応答に関わることを報告 してい るが、 これ らの標的 タンパク質は同定 されていないため、 どの
よ うなメカニズムでDNA修 復や損傷応答に関わってい るのか不明のままであった。そ こで、DT40
細胞か ら作製 したユ ビキチン化酵素RNF8、Rad18、RNF168、RNF169、RNF4のノックア ウ
ト細胞 を用いて、以下の方法で各酵素の標的 タンパク質の探索を行 った。
SILACアプローチによる、ユビキチン化酵素の変異体(RNF8/一、Rad18/'、㎜68チ 、RM7169/・、
丑輝4つ と野生型問のタンパク質比較の方法について解説する。細胞培養を安定同位体でラベルする。
(下図左;野 生型)と(下 図右;変 異体)を 質量数の異なるアイ ソトープでそれぞれラベルす ること
になる。両細胞をミックスして、ユビキチン化ペプチ ドを抗体を用いて濃縮 し、質量分析を行 う。ア
M-1
イ ソ ト・一一・プの質量差分 、質量分析 の ピークの位置mlzは シフ トして現れ るので(下 図の下)、野生型 と
変異体の区別が 出来 る。精製 の前 に比較す る2種 の細胞 を ミックスす るので、精製過程 で生 じる誤差
を考慮す る必要 がない。さらに、DT40細胞は きわめて形質が安定で同一の遺伝 的バ ックグ ラン ドの野
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ン化を受ける基質を包括的に同定 した。上図右に一例 として、RNF4の基質 として ヒス トンタン
パ ク質群を同定 した結果を示 した。 これ らのデータを基に、標的 タンパク質の候補 について、ウ
ェスタンブロッ トな どの個別 の実験 を行い、ユ ビキチン化 が変異体で低下 してい るのか、 タンパ
ク質の安定性 に影響があるのかな ど今後検討する必要がある。 さらに、同定 したユ ビキチ ン化部
位 の変異な どで、ユ ビキチン化の生理的意義 について調査する必要がある。






































4.1.1GX41とAf丘gel10ビーズ の 結 合 の 確 認
4.1.2【UBC13の解 析 結 果 】
4.1.3【RNF8の解 析 結 果 】








4.1.5【RNF168の解 析 結 果 】
4.1.6【RNF169の解 析 結 果 】










































































ユ ビキチンは真核生物に広 く保存 されたタンパク質であ り、タンパク質のユ
ビキチン化による翻訳後修飾は、タンパ ク質の運命を決める重要な役割 を担っ
ている。ユ ビキチン修飾にはユ ビキチンが標的タンパ ク質に1つ 結合するモノ
ユビキチン化や数珠状に連な り結合するポ リユ ビキチン化が存在す る。
ユ ビキ チ ン化 に は活 性 化 酵 素(E1)、ユ ビキ チ ン結 合 酵 素(E2)、ユ ビキチ ン リガ
v-・・一ゼ(E3)の3つの 複 合 酵 素 に よ っ て 特 異 的 な基 質 にユ ビキ チ ンが 転 移 され る。
ポ リユ ビキ チ ン鎖 を認 識 して26Sプ ロテ ア ソー ム に よ って 基 質 が分 解 され る場
合 や 、 そ の ユ ビキ チ ン鎖 と結 合 す る ドメイ ン を持 つ タ ンパ ク質 が リクル ー トさ
れ る場 合 もあ る(KomanderandRape,2012)。
細 胞 は 、DNA損 傷 に応 答 す る為 の 様 々 な経 路 を もつ 。 ユ ビキ チ ン化 は 、以 下
のDNA損 傷 応 答 経 路 を制 御 す る。(i)紫外 線 損 傷 の 除去(ヌ ク レオ チ ド除 去修
復)(Marteijnetal.,2014;vanCuijketa1.,2014)、(ii)損傷 した 鋳 型DNAに
お い て 複 製DNAポ リメ ラー ゼ が停 止 した と きに 、複 製 を再 開 させ る機 構(損 傷
乗 越 え と鋳 型 スイ ッチ)(LeeandMyung,2008)、(iii)相同組 換 え に よ る2重 鎖
切 断 修 復(Doiletal.,2009;Fradet-Turcotteetal.,2013;Kobayashietal.,
2015b;Lietal.,2010;Nakadaeta1.,2010;Zhaoetal.,2007)。さ らに 、細 胞 周
期 の 調節 や チ ェ ック ポイ ン ト制 御 な どDNA損 傷 応 答 に お い て必 須 の役 割 を果
た して い る(Hirotaetal.,2014;Xieeta1.,2015)。生 物 化 学研 究 室 で は 、 これ ま
で にユ ビキチ ン化 に 関 わ るユ ビキ チ ン結 合 酵 素(E2)やユ ビキチ ン リガー ゼ(E3)
の 遺伝 子 を系 統 的 に破 壊 し、様 々 な ユ ビキ チ ン化 に 関 わ る酵 素 のDNA修 復 や ゲ
ノム メ ンテ ナ ン ス にお け る機 能 を解 明 して き た。 しか し、 そ れ ら酵 素 群 の標 的
タ ンパ ク質 が 不 明 で あ る た め に 、DNA修 復 や 損 傷 応 答 に お け る詳 細 な機 能 は不
明で あ った 。
1.2ニ ワ トリDT40Bリ ンパ 細 胞 株(DT40)で の ユ ビキチ ン化 経 路 の研 究 の
背 景
ニ ワ トリDT40Bリ ンパ 細 胞株(DT40)は 、 レ トロ ウィル ス感 染 した ニ ワ ト
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リの フ ァブ リキ ウス 嚢 よ り単離 した 、Bリ ンパ 球 由来 の細 胞 で あ る。DT40細胞
は 、 ほ乳 動 物 細胞 株 よ りも標 的組 み換 え効 率 が3桁 以 上 高 く、短 期 間 に遺 伝 子
破 壊 を確 実 に 実施 で き る(Buersteddeand血keda,1991)。ま た 、表 現 型 が き わ め て
安 定 で あ り、遺 伝 学 研 究 の ツv・・一ル と して 優 れ て い る。 ま た 、DT40細胞 は、細 胞
周 期 の7割 がDNA複 製 期 で あ り、G1期 で のチ ェ ック ポイ ン トが機 能 しない 。
故 に 、DNA損 傷 に よ る複 製 フ ォー ク の不 安 定 化 に よる ゲ ノ ム の破 綻 を最 も効 率
的 に検 出 で き る(Hirotaetal.,2010;Hirotaetal.,2015;Kobayashieta1.,2015a;
Yamamotoetal.,2011)o
これ ま で に 、ユ ビキ チ ン化 修 飾 酵 素 の遺 伝 子 と してUbc13(Zhaoetal.,2007),
RNF8(Kobayashietal.,2015b),Rad18(Okadaetal.,2002;Yamashitaetal.,2002),
RNF168(未発 表),RNF169(未発 表),RNF4(Hirotaetal.,2014)を遺伝 子破 壊 し、そ れ
ら酵 素 の機 能 をDT40細 胞 で 系 統 的 に調 査 して きた。[刀BO13"/'DT40細胞 で は 、
相 同組 み 換 え に よる2重 鎖 切 断 修 復 も機 能 低 下 した(Zhaoeta1.,2007)。外 国 の グ
ル ー プ に よって 、 こ のUBC13と 共 同 して働 くE3ユ ビ キチ ン化 酵 素 と して 、
RNF8とRNF168と が 同 定 され 、siRNAの実 験 か ら、 これ らのE3分 子 も2重
鎖 切 断 修 復 に 関与 す る こ とが 示 唆 され た(Kolaseta1.,2007;Stewartetal.,
2009)。生 物化 学 教 室 で は 、3種 の ユ ビキ チ ン化 酵 素 の 関係 は複 雑 で あ り、
UBC13はRNF8/RNF168と 独 立 して機 能 す る こ とが あ る し、一 方 、RNF8/
RNF168はUBC13と独 立 して機能 す る こ と もあ る こ とを発 見 した(Kobayashi
etal.,2015b)。ま た 、RNF8はRad18と 共 にS期 で のDSB修 復 にお い て 、非
相 同 末 端結 合 を抑 え る こ とで 異 常 融合 染 色 体 の発 生 を抑 え て い る こ と を発 見 し
た(Kobayashietal.,2015b;Saberietal.,2007)。さ らに 、RNII7T4"/'DT40細胞 で
は 、細 胞 周 期 チ ェ ッ クポ イ ン トの異 常や 染 色 体 異 常 が み られ 、染 色 体 維 持 に必
須 の役 割 を果 たす こ とを これ ま で に報 告 して い る(Hirotaetal.,2015)。
このように、各ユ ビキチン化に関わる因子の果たす役割について、表現型を







生 物化 学研 究 室 で は、DT40細胞 にSILAC(stableisotopelabelingusingamino
acidsincellculture)を応 用 す る為 の実 験 手 法 を確 立 した。SILACとは 、 質
量 分 析 の機 器 の 能 力 を最 大 限 に生 かす た め の 、 質 量分 析 前 に細 胞 に 対 して実 施
す る前 処 理 方 法 で あ る。SILACを使 う と、約5千 種 類 の タ ンパ ク分子(発 現 量や
ユ ビキ チ ン化 な どの 化 学 修 飾)を 、2種 類 の試 料 間 で精 確 に"比 較"で き る。 こ
の"比 較"は 、DT40細胞 の よ うな、 遺 伝 的 バ ック グ ラ ン ドが 同一 の遺 伝 子 破 壊
細 胞 株 間 で 実施 す る と、 最 も威 力 を発 揮 す る。SILACの原 理 を以 下 に 説 明 す る。
SILACアプ ローチによる、ユ ビキチン化酵素の変異体 と野生型間のタンパク
質比較の方法。細胞培養 を安定同位体でラベルする。(図1左;野 生型)と(右;
変異体)を 質量数の異なるアイソ トープでそれぞれラベルする。両細胞 をミッ
クス して、ユ ビキチン化ペプチ ドを単離 し、質量分析を行 う。 アイ ソ トープの
質量差分、質量分析のピークの位置m/zはシフ トして現れ るので(図1下)、 野
生型 と変異体の区別が出来る。精製の前に比較する2種 の細胞 をミックスする
ので、精製過程で生 じる誤差を考慮する必要がない。さらに、DT40細胞はきわ



















Acrylamide(monomer)(電気 泳 動 用)
Af登gel・10

































































SDS(生 化 学 用)
SYBRSafeDNAgelstain
SodiumAzide




ス キ ム ミル ク粉 末(生 化 学 用)
和 光 純 薬 工 業
和 光 純 薬 工 業
和 光 純 薬 工 業






和 光 純薬 工 業
Invitrogen
関東 化 学
和 光 純薬 工 業
和 光純 薬 工 業
関東 化 学
和 光純 薬 工 業














































































































































































































































































































































*オ・一一・トク レー プ で滅 菌 し、60℃程 度 ま で冷 却 した後 にAmpicilin














*オー トク レー プ で滅 菌 し、600C程度 まで 冷 却 した 後 にkanamycin50ug/mLに















*オー トク レー プ で滅 菌 し、60℃程 度 ま で 冷 却 した 後 にAmpicilin

















*オー トク レー プ で滅 菌 し、60℃程 度 ま で冷 却 した 後 にkanamycin50ug/mL
に な る よ うに を加 え 、10cmDISHに移 し、 冷 や し固 め る。
●SoltionI
試薬 使用量 最終濃度













































索2Mercaptoethano1は0.22umフィル ター で ろ過 した。





















*2-Mercaptoethano1は0.22umフ ィル タ ー で ろ 過 した 。
柑BSは56度30分 間 非 動 働 化 した 。
*FBS(dialysis)は56度30分間 非 働 化 し
、2Lの1xPBS(・)、40Cの 条 件 で1.5






















遺伝学的手法 と網羅的にタンパク質 を同定できる質量分析 を融合 させ ることに
より、網羅的にユ ビキチン修飾に差のある標的タンパ ク質を同定す ることがで
きるSILACを行 った。野生型細胞 とzビ キチン化酵素欠損細胞 を12C(light)ま
たは13C(heavy)でラベル された培地で培養 し、ユ ビキチン化 されたペプチ ドを
回収 し、質量分析にかけた。
ユ ビキチン化酵素 をもつ野生型細胞では正常にユ ビキチン化が起 こるのでユ
ビキチン化 されたペプチ ドが多 く回収 され る。一方、ユ ビキチン化酵素欠損細
胞では正常にユ ビキチン化ができないので、ユ ビキチン化 されたペプチ ドは少
な くなる。そのため、野生型細胞 とユ ビキチン化酵素欠損細胞のユ ビキチン化
されたペプチ ド量を比べると野生型細胞が多くなる。
それ らを考慮 して質量分析の結果 をみると、下の図のように同位体でラベル
されているため、野生型細胞 とユ ビキチン化酵素欠損細胞のユ ビキチン化ペプ
チ ドのピークが一定分子量分離れたペアー として検出される。また、野生型細
























野生型細胞 、ユ ビキチ ン化酵素変異細胞(昭 α3殉 左熈8殉 丑4刀18薦
EMη68偽 丑Mη69殉 研 ア4チ)をニワ トリ完全培地10mlで39.50C、CO2濃
度5%で 培養 した。1200rpm、室温、5分 で遠心分離 し、上清を除去 し、Heavy
ラベルまたはLightラベル されたSILAC培地を野生型細胞またはRNF4欠 損
細胞に10ml加え、培養 した。150cm2FLASKでSILAC培地100m1培養 した。
一例 として、野生型 とRNF4欠損の細胞数使用量を以下に記載す る。
細胞数/mL 使用 した液量(mL)
野 生型 細 胞(Lightlabel) 7.4x105 70mL
釧 ア4欠 損 細 胞(Heavylabel) 5.Ox105 100mL
野 生 型 細 胞(Heavylabel) 6.8x105 100mL
E輝4欠 損 細 胞(Lightlabel) 7.2x105 100mL
そ れ ら を75cm2FIASKに 移 し、 ガ ン マ セ ル で10Gy(1分 間)、照 射 した 。
1200rpm、4℃、5分 で遠 心分 離 し、 上清 を除 去 し、10mLlxPBSでHeavyラ
ベ ル され た野 生 型 とLightラベ ル され た 変 異 細 胞 を懸 濁 し、混ぜ た 。ま た 、Light
ラベ ル され た野 生 型 とHeavyラベ ル され た変 異 細 胞 も同様 の操 作 を行 っ た。 懸
濁 液 を15mLチ ュ ー ブ に移 し、1200rpm、4℃、5分 で遠 心 分 離 し、上 清 を除 去
し、 液 体 窒 素 につ け 、保 存 した。
●SILACのた め のDT40タ ンパ ク質 トリプ シ ン消 化
回 収 したDT40細 胞 を5mLのD・solで溶 解 し、ソニ ケ ー シ ョンで ゲ ノ ム を勇
断 した 。1分 間 、窒 素 置 換 を行 い 、10mgDTT(in100ulD-sol)を混 ぜ 、90分
間室 温 で 静 置 した。25mgヨ ー ドア セ トア ミ ド(in100ulD・sol)を添加 し、 遮 光
して90分 問 室 温 で静 置 した。10mMH3HCO3bufferにサ ンプル を透 析 用 セ ル ロ
ー ス チ ュー ブ で4回 透 析(3時 間 、3時 間 、0/N、3時 間)を 行 った 。 ロー リー
法 に よ りタ ンパ ク質 濃 度 を測 定 し、 シ ェイ カ ー を用 い て 、37℃、0/Nで タ ンパ
ク質 量 の1%質 量 の トリプ シ ン消 化 を行 っ た。
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● ロ ー リー 法
25u1BsA(2mglm1)を1.5mLチュ ー ブ に 移 した 。そ れ ら をMQで 段 階 希 釈 し、
2mglml、1mg/ml、0.5mg/ml、0.25mg/m1、0.125mglmlを用 意 した 。Bio・Rad
DCproteinassay付属 の1●SILACの た め のDT40タ ン パ ク 質 トリプ シ ン 消 化
00ulA-Soltionを加 え 、800uLB-Soltionを加 え 、15分 間 静 置 し、750nmで
ODを 測 定 し、 検 量 線 を 引 い た 。 そ して 、 サ ン プ ル 濃 度 を 測 定 した 。
●GX41とAffigel10ビー ズ の結 合
氷 上 で1mgGX41を500uLの0.2MHEPESpH8.5を 加 え た。 チ ップ の
先 を切 り、 ビー ズ250uLを1.5mLチュー ブ に とった 。3krpm、40C、5分間 の
遠 心分 離 を行 い 、上清 を除 去 し、1mMHClで ビー ズ を2回 洗 った。3krpm、4℃、
5分 間 の 遠 心 分 離 を行 い 、 上 清 を 除 去 し、250uLの 抗 体 と200ulの0.2M
HEPESpH8.5を加 え、4℃0/Nで ロー テ ー シ ョン を行 っ た。3krpm、4℃、
5分 間 の遠 心 分 離 を行 い、上清 を 除去 し、1mLの1MTris-HCLpH8.0を加 え、
3krpm、4℃、5分 間 の遠 心 分 離 を行 い 、上 清 を除 去 した 。1mL,の1MTris・HCL
pH8.0を加 え、40COINで ロー テ ー シ ョン を行 った。3krpm、40C、5分間 の
遠 心 分 離 を行 い 、上 清 を保 存 し、沈殿 した ビー ズ を1mLの0.1Glycin・HCIpH3.0
で3回 洗 った。0.5mLのPBS(0.02%SodiumAzide)を加 えた。
SDS・PAGEに保 存 した 上 清 と元 の抗 体 を電 気泳 動 し、抗 体 と ビー ズ の結 合 率
を 求 め た。
●GX41抗 体 ビー ズ に よ るユ ビキ チ ン化 ペ プ チ ドIP
トリプ シ ン消 化 を行 っ たペ プチ ド溶 液 に2MPMSF(inDMSO)を4mMに な る
よ うに加 え 、4krpm、40C、10分間 の遠 心 分 離 を行 い 、15m1チュー ブ に上 清 を
移 し、250uLのGX41抗 体 ビー ズ を加 え 、40C、0/Nでロー テ ー シ ョン を行 っ
た 。3krpm、4℃、5分 間 の遠 心 分 離 を行 い 、 上清 を保 存 した。 また 、沈 殿 した
ビー ズ を1mLの1xIPbufferで1.5mLチュー ブへ 回収 した。5krpm、40C、2
分 間 の遠 心分 離 を行 い 、 上清 を 除 い た。2回 、1mLのlxlPbufferで5krpm、
4℃、2分 間遠 心分 離 を行 っ た。 上 清 を 除 き 、3回lmLのMQで 同様 の条 件 下
で遠 心分 離 を行 い 、 上清 を 除 い た。0.lmLの0.1%TFAを加 え 、ペ プチ ドを溶
出 し、5krpm、4℃ 、5分 間 の遠 心分 離 を行 い 、上 清 を 回 収 した。 沈 殿 した ビ
ー ズへ1xlPbufferを加 え、保 存 した 上 清 に加 え、4℃30分 間 の ロー テ ー シ ョ
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ンを行 った。その後、ペプチ ド回収までの過程 を上記のi操作を行い、300ulのペ




4.1.1【GX41とAffigellOビー ズ の 結 合 の 確 認 】
GX41(Anti・DIGLYCYL)とビー ズ が結 合 して い るか確 認 す る た め 、SDS・PAGE
を行 い 、25kDa付近 をMultiGaugeで測 定 した。そ の結 果 、GX41とAffigel10
ビー ズ は約99%結 合 して い る こ とが確 認 され た。(図3)
Lane1はGX41(2mg/ml)、Lane2はGX41とビー ズ を結 合 させ 、遠 心 分離 を
行 い 回 収 した 上 清 。 仮 にGX41と ビー ズ が 完 全 に結 合 され な か った 場合 、 上清
の濃 度 は1mg/mlにな る。
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GX41 SupernatantBackground結合率
203467 3059 1633 0.992884516








4.1.2【UBC13の解 析 結 果 】
質量分析にかけた結果、野生型細胞(Heavy)とUBO13欠損細胞(Light)を混




図4SILACで 検出された野生型vs[TBO13△のユ ビキチン化ペプチ ド数





図5SILACで 検出された野生型vsE㎜ △のユ ビキチン化ペプチ ド数
4.1.4【Rad18の解 析 結 果 】
質量分析 にかけた結果、野生型細胞(Heavy)とRad18欠損細胞(Light)を混ぜ
たものではユ ビキチン化ペプチ ドは867個検出された。一方、野生型細胞(Light)







図6SILACで 検出された野生型vsRad18ZXのユ ビキチン化ペプチ ド数
4.1.5【RNF168の解 析 結果 】
質量分析にかけた結果、野生型細胞(且eavy)とRNF168欠損細胞(Light)を混





図7SILACで 検出された野生型vsRNLRT168Aのユ ビキチン化ペプチ ド数
4.1.6【RNF169の解 析 結 果 】
質量分析にかけた結果、野生型細胞(Heavy)とUBOZ3欠損細胞(Light)を混
ぜた ものではユ ビキチン化ペプチ ドは592個 検 出された。一方、野生型細胞
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(Light)とRNF4(且eavy)を混 ぜ た もの で は ユ ビキ チ ン化 ペ プ チ ドは1030個検
出 され た 。 共 通 す るユ ビキ チ ン化 ペ プ チ ドは320個 だ っ た 。(図8)
:Heavy
:Light
図8SILACで 検出された野生型vsRNF169Aのユ ビキチン化ペプチ ド数









図9SILACで 検出されたユ ビキチン化ペプチ ド数
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同位体ラベルをスイッチ した2つ の実験で共通 したユ ビキチン化ペプチ ドをグ
ラフにプロッ ドした。縦軸はユ ビキチン化ペプチ ドIntensityの平均値であ り、
横軸は2つ の実験における野生型細胞 とRIVF4欠損細胞のユ ビキチン化ペプチ
ドの比(Normalized)を平均 し、対数で表 した。また、2回 の実験で共通す るユ
ビキチン化ペプチ ド283個のデータを全て示 した。RNF4/WTは野生型細胞 と






たUb化 ペプチ ドを含む ヒス トンを特定した。(図10)
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一〇.18758136 TK1 membrane CIIVK(gl)YAK
protein2B
Inosine-5'-monoP





























































































一〇.288471172 PSMA3 subunitalpha IVISK(gl)IYEEGSNKR
type
Largesubunit


















































































































































































































































































































































































































































































5結 論 と展 望
本研究によりzビ キチン化酵素RNF8、Rad18、RNF168、RNF169、RNF4
によってユ ビキチン化 を受ける基質を同定 した。 このデータを基に、標的タン
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